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摘要 : 为 了 进一步 研究 透明 质 酸 酶 的 过 敏 活性 ,利用 昆虫 杆 状 病毒 成 功 地 表达 了 黄 层 曙 启 蜂 Rhynchium brunneum 蜂 
毒 的 透明 质 酸 酶 。 根 据 已 报道 的 胡 蜂 科 透 明 质 酸 酶 和 抗原 5 基因 的 氨基 酸 保 守 序 列 , 设计 合成 简 并 引物 ,利用 反 
转录 多 聚 酶 链 式 反应 (RT-PCR) 技 术 扩 增 了 黄 层 曙 赢 蜂 蜂 毒 透明 质 酸 酶 和 抗原 5 的 基因 片段 ,利用 RACE 技术 进 
步 获得 了 它们 的 全 长 基因 (GenBank 登录 号 分 别 为 EU624135 和 EU624136)。 按 照 过 敏 原 的 命名 法 则 , 分 别 命名 为 
Rhy b 2 和 Rhy b 5。 序 列 比 对 分 析 发 现 ,这 两 个 基因 与 胡 蜂 科 的 相应 序列 高 度 相 似 ,说 明 对 胡 蜂 蜂 毒 过 敏 的 人 群 也 
可 能 对 螺 赢 蜂 峰 毒 有 交叉 过 敏 反 应 。 但 进一步 分 析 发 现 , 黄 唇 螺 赢 蜂 峰 毒 透 明 质 酸 酶 的 B 细胞 决定 表 位 显著 不 
同 ,9 个 保守 性 氨基 酸 在 螺 赢 蜂 中 仅 保 留 了 3 个 , 而且 缺乏 两 个 关键 的 精 氨 酸 ; 黄 唇 螺 赢 蜂 蜂 毒 抗 原 5 序列 N 端的 
二 级 结构 和 具有 过 敏 活 性 的 常见 黄 胡 蜂 Vespula vulgaris 蜂 毒 的 抗原 5 显著 不 同 , 有 可 能 因此 而 缺失 依赖 其 N 端 二 
级 结构 的 B 细胞 决定 表 位 。 据 此 认为 , 螺 赢 峰 峰 毒 透明 质 酸 酶 和 抗原 5$ 很 可 能 是 天 然 弱 化 的 过 敏 原 ,在 过 敏 原 特 
异性 免疫 治疗 上 具有 潜在 的 应 用 价值 。 
关键 词 : 黄 唇 螺 赢 峰 ;透明 质 酸 酶 ; 抗原 5; 基因 克隆 ; 表达 ; 过 人 敏 原 特异 性 免疫 治疗 
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Cloning, sequence analysis and expression of two genes of venom allergens 

































































































































































































































































































































































in Rhynchium brunneum (Fabricius) (Hymenoptera: Eumenidae ) 

XU Jun-Feng, HAN Zhao-Jun (Key Laboratory of Monitoring and Management of Plant Diseases and Insects» 
Ministry of Agriculture, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: For further studying the allergenic activity， we expressed the hyaluronidase from Rhynchium 
brunneum using the baculovirus expression system. Two full-length sequences encoding hyaluronidase and 
antigen 5 (GenBank accession no. EU624135 and EU624136) were cloned by RT-PCR and RACE from R. 
brunneum venom. The two allergen genes were designated as Rhy b 2 and Rhy b 5 according to the allergen 
nomenclature system. Sequence analysis showed the two genes share high similarity with allergens from other 
wasps» suggesting that the cross-reactivity could happen tested with these allergens. The hyaluronidase from 
R. brunneum venom was found to lack the B-cell epitope» which was elucidated to be formed by 9 conserved 
amino acids in the hyaluronidase from Apis mellifera venom. Furthermore» the two important arginines among 
the 9 amino acids were also absent. Comparison of antigen 5 from R. brunneum with that from Vespula 
vulgaris showed that their C-terminals (containing T-cell epitope) were almost the same, but their N-terminals 
containing B-cell epitope) were definitely different. Thus» the conformation dependent on B-cell epitope in 
this allergen could be also absent. We so speculated that the two allergens could be natural hypoallergen and 
have potential application value in allergen-specific immune therapy. 

Key words: Rhynchium brunneum; hyaluronidase; antigen 5; gene cloning; expression; allergen-specific 


immune therapy 
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腊 雹 目 昆虫 的 扑 刺 会 引起 敏感 人 群 产生 严重 的 
过 敏 反 应 ,因此 对 蜂 毒 中 的 过 敏 原 进行 了 大 量 的 分 
析 研 究 , 以 便 进行 峰 毒 过 敏 的 治疗 。 目 前 发 现 膜 却 
目 昆 虫 蜂 毒 中 含有 多 种 过 敏 原 , 胡 蜂 科 昆虫 主要 有 
3 种 , 即 磷 脂 酶 A, phospholipase A, ), 透明 质 酸 酶 
Chyaluronidase) 和 抗原 SCantigen 5 )( Müller, 2002)。 

透明 质 酸 酶 按 底 物 特异 性 分 为 3 种 类 型 : 哺乳 
动物 型 .水星 型 和 微生物 型 (Kreil，1995), 胡 蜂 的 透 
明 质 酸 酶 属于 哺乳 动物 型 。 胡 蜂 的 透明 质 酸 酶 基因 
率先 由 Lu 等 (1995) 在 白面 黄 胡 蜂 中 克隆 获得 ,后 来 
又 相继 在 常见 黄 胡 蜂 Vespula vulgaris 和 一 种 马蜂 
Polistes annularis 中 克隆 获得 。 至 于 分 子 结构 与 活 
性 ,以 意大利 蜜蜂 Apis mellifera 的 透明 质 酸 酶 研究 
的 最 为 详细 。Markovi6-Housley 等 (2000) 研 究 了 透明 
质 酸 酶 的 品 体 结构 , 得 出 该 酶 的 催化 活性 位 点 是 
D141 和 E143, 该 酶 还 具有 一 个 朴 水 性 的 序列 
DPNGNV, 其 中 的 G 在 已 经 发 现 的 膜 翅 目 透明 质 酸 
酶 都 是 保守 的 。 随 后 , Soldatova 等 (2001) 突 变 了 活 
性 位 点 D141 和 E143, 发 现 该 酶 依然 共有 过 敏 活性 ， 
这 说 明 蜜 蜂 透 明 质 酸 酶 的 催化 活性 和 过 敏 活 性 无 
Ko Heit Padavattan 等 (2007) 阐 明了 蜜蜂 透明 质 酸 
酶 的 B 细胞 决定 表 位 是 由 线性 的 R138, H141 - R148 
等 9 个 氨基 酸 组 成 的 , 其 中 R138 和 R148 这 两 个 精 
氨 酸 尤为 重要 。 

抗原 5 广泛 存在 于 胡 蜂 科 ( Vespidae) 的 蜂 毒 中 ， 
是 非常 重要 的 过 敏 原 。Fang 等 (1988) 首 先 克 隆 了 白 
面 长 黄 胡 蜂 抗原 5 的 cDNA 全 长 ,Lu 等 (1993) 扩 增 
到 了 常见 黄 胡 蜂 、 长 黄 胡 蜂 Dolichovespula arenaria 和 
一 种 马蜂 P. annularis 的 抗原 5 基因 序列 ,其 后 又 
有 多 种 胡 蜂 的 抗原 5 基因 被 克隆 出 来 。 进 一 步 研 究 
发 现 , 胡 蜂 抗原 5 在 5 号 和 11 号 位 的 氨基 酸 分 别 为 
K 和 G, 是 完全 保守 的 。 令 人 感 兴趣 的 是 Cascone 等 
《1995) 从 一 种 马蜂 Polybia scutellaris 毒 腺 内 纯化 出 
来 抗原 5, 免疫 实验 表明 该 抗原 5 没有 过 敏 活性 。 
从 结构 上 看 ,其 5 号 和 11 号 位 相应 的 氨基 酸 变 成 了 
N 和 V, 作者 因此 推测 过 敏 活 性 的 丧失 可 能 与 这 两 
个 氨基 酸 的 变化 有 关 。 
螺 赢 科 (Eumenidae) 是 胡 蜂 总 科 最 大 的 一 类 , 其 
蜂 毒 不 是 抵抗 其 他 动物 的 入 侵 , Td ee FS RE 
存 猎物 昆虫 或 蜘蛛 ,所 以 ,其 蜂 毒 组 成 也 可 能 与 社会 
性 胡 蜂 的 有 所 不 同 。 我 们 通过 已 报道 的 透明 质 酸 酶 
和 抗原 5 的 氨基 酸 保守 序列 ,设计 合成 了 简 并 引物 ， 
利用 反 转 录 多 聚 酶 链 式 反 应 CRT-PCR) 和 RACE 技 
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(Fabricius) 的 透明 质 酸 酶 和 抗原 5 的 基因 , 并 通过 序 
列 比 对 ,分 析 其 可 能 的 功能 差异 。 为 了 进一步 研究 
黄 展 螺 局 蜂 透 明 质 酸 酶 的 过 敏 原 活性 ,我 们 利用 昆 
虫 杆 状 病毒 表达 系统 表达 了 透明 质 酸 酶 。 


















































1 材料 和 方法 


1.1 昆虫 

Bie JES WR a WE RG A PBS a LL, 短暂 饲养 于 纱 
JEP, 饲 以 20% 的 蜂蜜 溶液 , 16 h ERRER. TE 
显微镜 下 (SMZ1500 Nikon) Hd fe F HY BERR, 立即 用 
液 氮 速 冻 备 用 。 
1.2 主要 试剂 和 仪器 

Trizol 总 RNA PEGANI ~ Superscript I 反 转 录 
AEA RACE 试剂 盒 为 Invitrogen 公司 产品 ; Tag DNA 
聚合 酶 购 自 TaKaRa 公司 ; DNA 凝 胶 回收 纯化 试剂 
TAH Axygen 公司 产品 ; pGEM-T vector、T4 Ligase 均 
为 Promega 公司 产品 ; 质粒 提取 试剂 盒 下 .Z.N.A. 为 
Omega 公司 产品 ; 感受 态 细胞 DH5a 为 天 为 时 代 公 
司 产 品 ; PCR 引物 由 上 海 Invitrogen 公司 合成 ; PCR 
扩 增 仪 为 Bio-Rad 公司 产品 。 
1.3 PCR 引物 

参照 已 发 表 的 透明 质 酸 酶 和 抗原 5 蛋白 质 序 
列 , 设 计 简 并 引物 ,然后 根据 获得 的 片段 设计 特异 引 
物 , 进 行 全 长 基因 的 克隆 。 本 文 所 用 到 的 引物 序列 
如 表 1 所 示 。 
1.4 AR RNA 提取 

从 活体 雌性 螺 赢 蜂 中 取出 毒 腺 ,用 Trizol 试剂 
盒 抽 提 总 RNA。 上 有 具体 操作 方法 按照 试剂 盒 的 说 明 
进行 。 
1.5 RT-PCR 扩 增 目的 基因 片段 

首先 用 Superscript U AFE KAE METER RNA 反 
转录 成 CDNA 第 一 链 , 再 利用 透明 质 酸 酶 和 抗原 5 
的 简 并 引物 ,采用 降落 PCR 技术 CTD-PCR) 扩 增 透 明 
质 酸 酶 和 抗原 5 基因 的 cDNA 目标 片段 , 具体 PCR 
反应 体系 参照 Tag 酶 说 明 书 设立 。 对 于 透明 质 酸 
酶 , PCR 反应 条 件 为 : 94% 预 变性 3 min; 94°C 变性 
30 s; 第 一 轮 退火 为 49% 30 s, 以 后 每 个 循环 下 降 
0.5% ,延伸 条 件 为 72% 1 min, 至 退火 温度 45°C 时 
增加 25 个 循环 ,最 后 72% 延伸 10 min。 抗 原 5 的 
PCR 条 件 为 : 94% 预 变性 3 min; 94% 变 性 30 s, 第 一 
轮 退火 为 55%C 30 s, 以 后 每 个 循环 下 降 0.5% , 延伸 
条 件 为 72% 1 min, 至 退火 温度 350% 时 增加 25 个 循 
环 , 最 后 72% 延 伸 10 mine RT-PCR 扩 增 产物 用 2% 
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表 1 本 研究 使 用 的 引物 序列 
Table 1 Primers used in this study 
基因 Genes 引物 Primers 引物 序列 Primer sequences 








透明 质 酸 酶 Hyaluronidase 


抗原 5 Antigen 5 


简 并 上 游 引 物 Degenerate sense primer 
简 并 下 游 引 物 Degenerate antisense primer 
3'RACE 特异 性 引物 3'GSP 
5 RACE 特异 性 引物 5’GSP 
全 长 上 游 引 物 End to end sense primer 
全 长 下 游 引 物 End to end antisense primer 











简 并 上 游 引 物 Degenerate sense primer 
简 并 下 游 引物 Degenerate antisense primer 
3'RACE 特异 性 引物 3'GSP 
5 RACE 特异 性 引物 5’GSP 
全 长 上 游 引 物 End to end sense primer 
全 长 下 游 引 物 End to end antisense primer 








5’- AAYGAYAARATGWSNTGG-3’ 
5’-CCADATDATDATNCCRTC-3’ 
5'-CATAAAAATCTGCCACGAGTGAT-3’ 


5’-CTGGTCGCAATCGAAGCCAGGATGA-3’ 


5’-AATGATACTAGCCGTGCAAC-3" 
5'-TCAATAGTCCAAACGTACTC-3’ 


5’- AAYAAYTAYTGYAARATHAARTG-3’ 


5’-ACCATYTGNGTRTARTGNCC-3 ' 


5’-CGGACCGACGGACCAGGAGAAGA-3’ 
5'-TTGACCACGCCGCAGTTGCGCGACGG-3 ' 


5’-GAGAAACCTTCGGTTGITCTGGA-3' 
5'-AGGAGTTTACGTTCCGTCATICA-3’ 


琼脂 糖 凝 胶 电泳 进行 鉴定 。 
1.6 RACE 扩 增 目的 基因 全 长 

5'- 和 3'-RACE-ready cDNA 模板 的 合成 按照 
RACE ist fl] 4 (GeneRacer™ Kit Invitrogen ) 说 明 书 进 
行 。 用 基因 特异 性 引物 和 接头 引物 , 按照 试剂 盒 所 
给 出 的 PCR 扩 增 条 件 , 在 PCR 仪 中 扩 增 出 目的 基 
Kle RACE 扩 增 产物 用 1.5% 琢 脂 糖 凝 胶 电泳 进行 
鉴定 。 根 据 得 到 的 5'RACE 序列 和 3' RACE 序列 设 
计 位 于 非 编 码 区 的 引物 扩 增 包含 编码 区 的 基因 全 长 
Cend to end) 产 物 , 然 后 和 根据 $ 和 3'RACE 结果 拼 
接 的 序列 进行 核对 以 确定 来 自 同 一 个 转录 本 。 
1.7 ”PCR 产物 的 克隆 

PCR 扩 增 的 目标 产物 经 Axygen 凝 胶 回 收 试剂 
盒 回 收 后 , pGEM T-easy vector 连接 ,转化 DHSa 感 




























































































受 态 细胞 , 接种 含 Ampicillin; X-gal, IPTG 的 LB 平板 




















培养 基 培 养 后 ,挑选 白斑 作 单 菌落 培养 , 按 E.Z.N. 
A. 质 粒 提 取 试 剂 盒 抽 提 质粒 ,经 酶 切 鉴定 和 PCR 扩 
增 检查 插入 片段 的 大 小 ,筛选 出 重组 死 隆 。 
1.8 DNA 测序 及 序列 分 析 

重组 克隆 由 Invitrogen 公司 进行 DNA 测序 ,测序 
结果 采用 GeneDoc 软件 进行 DNA 序列 比较 ,用 NCBI 
网 站 的 ORF finder 找 出 开放 阅读 框 , 用 Primer Premier 
5.0 软件 进行 氨基 酸 序 列 推导 。 抗 原 5 的 蛋白 质 二 
级 结构 预测 算法 为 GOR Rost and Sander，1993 )， 
PHD( Garnier et al.» 1996) 和 SOMPA ( Geourjon and 
Deleage，1995), 分 别 由 网 站 http: //pbil. ibep. fr I 
http: //www. predictprotein. org 提供 的 在 线 服务 进行 
预测 。 
1.9 黄 唇 螺 赢 蜂 透明 质 酸 酶 的 真 核 表达 

根据 黄 展 螺 赢 峰 透 明 质 酸 酶 全 长 序列 设计 引 
物 , 并 引入 BamHI 和 Hind I MA. Evol BW 
































































































































BamHya 序 列 X: 5'-GGATCCAATGATACTAGCCGT 
GCAAC-3', 下 游 引 物 HindHya 序列 为 : 5-AAG 
CTTTCAATAGTCCAAACGTACTC-3'。 用 高 保 真 酶 区 
隆 出 透明 质 酸 酶 的 序列 ,连接 入 Teasy 载体 ,形成 重 
组 质粒 pCEM-Hya。 按 预先 设计 好 的 酶 切 位 点 ,对 
pGEM-Hya 和 pFastBac HTA( Invitrogen ) 分 别 用 BamH 
I 和 丽 zd 亚 进行 双 酶 切 ,然后 连接 得 到 重组 质粒 
pFastBacHya， 即 为 Donor 质粒 。 将 Donor 质粒 
pFastBac-Hya 转化 大 肠 杆 菌 DH10Bac 经 过 筛选 后 提 
取 重 组 杆 状 病毒 质粒 Bacmido M13 引物 验证 Bacmid 
后 ,用 转 染 试剂 Cellfectin( Invitrogen ) 转 染 Tn 细胞 。 
待 细胞 感染 症状 明显 时 ,收集 病毒 上 清 并 传代 扩 增 。 
将 获得 的 高 滴 度 病毒 感染 SO 细胞 ,72 h 后 收集 旨 
胞 。 超 声波 破碎 细胞 后 用 Ni 亲 和 柱 (Amersham) 纯 
化 融合 蛋白 质 ,然后 用 SDS-PAGE 分 析 。 
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2.1 Bae Meee Sie ARRAY cele 
利用 简 并 引物 和 降落 PCR 技术 进行 扩 增 , 在 
270 bp 左右 出 现 清晰 条 带 , 克隆 和 测序 结果 表明 , 目 
标 片 段 与 GenBank 中 的 其 他 胡 蜂 以 及 蜜蜂 的 透明 质 
酸 酶 均 具 有 很 高 的 相似 性 (57% ~ 73%), 初步 认为 
是 黄 层 曙 赢 蜂 的 透明 质 酸 酶 cDNA 片段 。 利 用 该 片 
段 ,设计 了 RACE 引物 , 以 获取 基因 的 全 长 序列 。 
RACE 技术 成 功 地 扩 增 出 了 基因 全 长 ,为 1 588 bp, 
开放 阅读 框 1 119 bp, 编码 372 个 氨基 酸 ( 图 1)。 全 
长 基因 产物 的 序列 和 根据 5' 和 3'RACE 结果 拼接 的 
序列 是 一 致 的 ,证 实 黄 唇 曙 启 蜂 中 存在 该 基因 序列 。 
2.2” 黄 唇 螺 赢 蜂 蜂 毒 透明 质 酸 酶 的 蛋白 质 序 列 分 析 
该 基因 序列 与 已 经 报道 的 膜 翅 目 昆 虫 透明 质 酸 

























































































































































































1132 


昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 


51 卷 





AGTCGCACTICTGGTGGTGTACTATCGTCGTTAGCAGCGTTTTTICTATACGCGGGAACGTCGTCGTCGTC 
GTCGTCGTCGTCCICGTCATAGTCCTCCTCCICCATICACCICCTCTICCTTTITICCTICCITICATICCCGCCG 
CCATCGTTCCCATCGCGAACATCGCAGGATCGATCGATCCCTICGTGTGACTAGGAGAGACGAGGATAG 
AACAACGGGGTTAGAAGACCTGTACCTGCTTITTITAGAATTGATAACATATGAGAAACGCGTCAGIGAAC 
GGACTACCGCCGGAGAAACCACCCAATTTICGTCGAACATCICGGACAGGGCTCGGCGATAAGCGCAAA 


1 ATG ATA CTA GCC GTG CAA CIC GTT CIT CTT CTA CTT TAT CCT CIC GIG CAA GCT GGA CIT 
Bo ed Bb V0 A GE 
61 ACC AAT ATT TGC GGA CIA TAT TGT ATG CCG AGC TAC CGG GTA ASA AGG CAC TIC TACATT 
es No SC OE OF ORs Bo eo SY RN, Rew : YE 
121 TAT TGG AAC ATG CCA ACG TTT ATG TGT CAC AAG TAT GGG GTA TAC TTC GAC GAG GTA AAG 
VN MP TT FM © OH EK. YT SG UY UE UE. DOE V E 
AAATIC AAT ATC AGG CAG AAC ACT AAT GAC TCG TTT CAT GGC GAC GIT CTG AGC ATC ATG 
ee No eo ON CE Ne ID) NS Boe Ss DD ES To 
TAC GAT CCT GGA AAG TTC CCG GCG GTG CIG CCG ATC GAA AAG ACT CCG AAA AAA GAT AAA 
Se Gee Gh ee I SR EN I Oe OE i oD ee eS RD) a 
301 TAT AAG AAA AGA AAC GGC GGA GTT CCC CAA ATG GGT AAT TTC GAC AAG CAC AAA CAA GCG 
x KE 2 NS a VY PO M GN FF PD EH Ee QA 
TTC ATC ATA GAT TTG GAC AAG GAT TTC CCG AAC AGA GAC TTC GAT GGT ATC GGT GTG ATC 
E tol D b> Be BD Fe NN EB De D G ak G vV ol 
421 GATTTT GAG CAT TGG AAA CCG ATC TTC CGACAG AAC TGG GGA ACC CAG AAG ATA TAC AAG 
De on Ww oe ek EE OE OS ON CW OT 81 i ae CE 
GAC CTG TCG ATT GAT CIC GTT AAA CAG ATACAT CCC CTC TGG AGT AAA CCG ACC GTC GAA 
D E eS SD © FY EQUI se 2 bW S E PET yE 
541 TCG GAG GCC ATA AAG AAG TTC GAA AAA TAT GGC CGA TAC TIC ATG GAG GAG ACA CTG AAG 
Ss. 2 A tf - EK FF E E YY &@ B® Y EME EE T p E 
ATA GCG AAA AAA TTC AGA TTC AGA GGG GAT TGG GGT TAC TAC GGT TAT CCT TAC TGC TAC 
La EE BD 
AACTTG ACT CCC GGT CAT CCT GGC TIC GAT TGC GAC CAG AAA GCG ATG AGC GAG AAC GAT 
NOD Te SG oF FP. Ge Fe DP 8 Dla UE. A MS EB ND 
721 AAGATG TCG TGG CTC TTT AGT AAC CAA GAT GTG CTT CTG CCG TCC GTC TAC GTG AAATAC 
EMU F WEES TS Se Ye LL LF ev T Ce E-S 
781 TIT CTT CAG CCG TTC GAA AGA GCC GGT CTCGTC GAA GGA AGA GTG AAG GAA GCC GTC AGG 
EL PSEFE & A FSF kL YS SEW ESE BS AW A 
841 GTT TCG AAC AAT CAT AAA AAT CTG CCA CGA GTG ATC CCT TAC TGG TGG TTC AAA TITACG 
To i. A oe ck Oe OM OE OE Er wR we SS OS T 
GAT CAA ATG GAC GTT TTC CTT AGT GAG GCC GAC GTG AAA AAC ACA TIC AGG GAG ATA CTG 
D C.D). NOOR ok Sa NN OE ON 2 OE CRE oS SE 
961 TAC AAC GGT GGC GAC GGT ATC ATA ATA TGG GGT AGC TCG TCG GAC GTA AAC TCC GAA AGT 
+ SB & 6 D CG 8h FF eS & 2 Ss. by SS. B.S 
1021 AAA TGT AAA GTA CTG AGG TCA TAC CTG GTA GGG GTT CTG GGA CCG CTG GCG GCG AAA CTA 
E C ££ ¥ Be & FF BY CG VE LL Ss 2  * AS EE £ 
1081 TTGAGG GCT GCC AAC GAA GGA GTA CGT TTG GAC TAT TGA 
oe fe ON UE 6S OM OR SE DX = 
TACGATTCGAGAGGACGATCGACGAGAAGAAACCGTCGTCTTGAAATCGAATGTTAAATAATCCAAACA 
GTAAACTACCAAAGTAGATGCCAAA A AAAAA AAS AAAAAAAAAAAAALAAAA 


1 RUR BREE RE J PR ESE DA Fi 


Fig. 1 Sequence of hyaluronidase from Rhynchium brunneum venom 
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酶 序列 具有 很 高 的 相似 性 (图 2)。 用 GeneDoc 进行 ”有 发 现 。 此 外 ,在 黄 展 螺 赢 蜂 透明 质 酸 中 也 没有 发 


g 
马蜂 P. annularis 73% ,白面 长 黄 胡 蜂 Dolichovespula 























j 比 对 发 现 , 与 不 同 膜 翅 目 昆虫 的 相似 性 依次 为 : ” 现 利 用 蜜蜂 透明 质 酸 酶 确定 的 B 














细胞 决定 表 位 











maculata 69% ,常见 黄 胡 蜂 V. vulgaris 65% » 中 华 密 的 氨基 酸 在 螺 赢 蜂 中 仅 保留 了 3 





WE A. 


cerana cerana 63%» 意大利 蜜蜂 A. mellifera R148 PIA X BE BA HE BR TE BE JS WR a WE PH HS Wa H 


















































63% ,德国 黄 胡 蜂 V. germanica 63% > WKN Anoplius — KAAE TER 
samariensis 59%, Ht We Glyptapanteles indiensis 57% o 2.3” 黄 层 螺 赢 蜂 抗 原 5 基因 的 克隆 
Markovié-Housley 等 (2007) 在 分 析 蜜 蜂 透 明 质 酸 酶 的 利用 简 并 引物 和 降落 PCR 技术 进行 扩 增 , 在 


y 


FE Ti PE PAR fa WEE ALF A H 
由 此 认为 所 克隆 的 基因 序列 就 是 黄 层 


H 








EPIN 





一 


图 2)。 





螺 赢 蜂 的 透明 质 




















吉 构 时 认为 , D141 和 E143 为 催化 活性 中 心 。 本 研 500 pp 左右 出 现 清晰 条 带 , 目标 片段 与 GenBank 中 
Ph 也 具有 这 一 保守 的 活性 的 其 他 胡 蜂 以 及 蜜蜂 的 抗原 5 均 具 有 很 高 的 相似 性 





























(Padavattan et al.，2007),9 个 参与 B 细胞 决定 表 位 


个 , 其 中 R138 和 
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(allergen nomenclature system) (King et al.» 1994), fit 取 基 因 的 全 长 序列 。RACE 技术 成 


名 为 Rhy b 2。 
在 密 峰 








P 发现 透 明 质 酸 酶 具有 一 


5 基因 全 长 ,为 917 bp» 开放 阅读 框 

















Tt 





P 存 在 该 基因 序列 。 














2000), 而 本 研究 在 黄 唇 螺 赢 蜂 的 透明 质 酸 酶 中 却 没 





(61% ~ 73% ) 初步 认为 是 黄 展 螺 赢 峰 的 抗原 5 
酸 酶 基因 ,根据 过 敏 原 的 命名 法 则 cDNA 片段 。 利 用 该 片段 ,设计 了 RACE 引物 , 以 获 











个 亲 水 性 环 ”个 氨基 酸 ( 图 3)。 基 因 全 长 产物 的 序列 和 根据 5' 和 
DPNCNV, 但 在 其 他 膜 翅 目 昆 虫 中 ,除了 其 中 的 G 是 3'RACE HRPE ae B , UE SE E A a IE 
保守 的 外 , 其余 的 并 不 保守 (Markovic-Housley et al.， 


功 地 扩 增 出 抗原 


687 bp» 编码 228 
































11 # 


























许 俊 峰 等 ; 黄 唇 螺 赢 蜂 几 毒 中 两 个 过 敏 原 全 长 


>H 
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Fig. 2 Protein sequence alignment of hyaluronidases from venom of Rhynchium brunneum and other wasps 











图 2 SREP fe Ee ee weg WY Joe Pe EEX) 



































Rbr: BE JWR MAW Rhynchium brunneum; Pan: 马蜂 属 Polistes annularis: Dma: 白面 长 黄 胡 蜂 Dolichovespula maculata; Vvu: 常见 黄 胡 蜂 
Vespula vulgaris: Ace: PHEW Apis cerana cerana; Ame: 意大利 蜜蜂 A. mellifera; Ver: 德国 黄 胡 蜂 V. germanica; Asa: YI Anoplius 


samariensis; Gin: 





























HEME Glyptapanteles indiensis。 合 标记 的 D141 和 E143 为 催化 活性 中 心 ; 下 划 线 标记 的 DPNGNV WIR SE AR 














中 全 标记 的 是 保守 的 G; 方 框 内 的 是 在 蜜蜂 透明 质 酸 酶 中 已 经 确定 的 B 细胞 决定 表 位 。D141 and E143 consisted of the active site，and 
were indicated by @; the underlined DPNGNV was the conserved hydrophobic loop» of which the conserved G was indicated by 4; the framed nine 


residues constructed the B-cell epitope of bee hyaluronidase . 


241 


18 








GAGTTAGAGAGAAACCTTCGGTTGTTCTGGAAGTCAGAGAAACGTTGAGTAAACGAAAAGGGACAACC 
AAATTTCTACGAGG 
ATG ACA AAA ATT GAT CTT CTT GCC CGG GTG TTT GTT ATC GCG ACG ATA ATT GCC CTG GCT 
人 A kT A E A LA 


= 


61 ACT GCT GTG GAT TAT TAC AAG CTG AAA TGT CCA CCG AAA ACC AAA CAC ACC ATG TGT ATC 


Te AS E E E Re ae E, NEE ER E E SN: A 


121 TAT GGA ACA AAC TCT CAT CCG TCG CGC AAC TGT GGC GTG GTC AAA GGT TCC GGA CCG ACG 


k Ge EN Se E UN, GS MV a: ES Ge Be 
1 GAC CAG GAG AAG AGG GAA ATC TTG AAG GAG CAT AAC GAT TAT GGA CAT AAA GTT GCC AGC 
D Q E sk © E J k E EO EO ND T C ME EOV N 


S E E ERG ¥ N G G& OPR A A EN ME D M 


301 ACG TGG GAC GAC GAA CTG GCC AAG GTC GCG CAA ACC TGG GCA AAC CAA TGT ACT ATC AAT 


PW D D -E E oR RS ON eB GE A ON Os 16 AE ETN 


361 CAC GAC AAA TGT AGA AGC GTC TCG AGA TTC TCC GTC GGA CAG AAC CTT GCC AGT AAA TCT 


42 
48 


ep E G E oS ot & ££ Se Ss SS oO Na A SOS 

ACA ACC GGC AAC GAC TTC CCT CCT GTC GTC GAA TTG ATA CAA TTG TGG GAA AAC GAA GTA 

ee ££ wD FP E VOY. E hh SS O LR WENE W 

1 TCC GAC TTC GAT AAG AAT AAT ATT AAG AGT TTG CCA GCA AGC GGT ATC TCA AAA ACG GGT 
SD) FD KN NI Boe. e ee SS Ge SK E 


= 


541 CAT TAC ACT CAA ATG GTC TGG GCT AAA TCA AAC AAA CTT GGT TGT GGA AGC ATT AAG CAC 


60 


xy T Q M y W A E S N E E US: eC G SA E H 
1 CAC AAG GAC GGT TGG AAC AAG CAC TTC CTC GTA TGC AAC TAC GGA CCA AGC GGG AAT TAC 
HE D O MS FS Fs EE VM SC Ret F&F Se S&S Bo NY 


661 CTC GGA CAA TCG GTC TAC GAA GTA TGA 


L G Q S vV y E i 
GCGTAAGATTGTTCTTACGTAAATGAATGACGGAACGTAAACTCCTCCTGTTTACCAATTAAATTTGTTT 
AAACATTTTCGACTTTCATAAAGTCTCGAATAAAACATGAACTATACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 
AAAAAAA 








图 3 DE SW RE ET Ut 5 基因 序列 


Fig. 3 Sequence of antigen 5 from Rhynchium brunneum venom 








GGA GAG GAG AAG AGA GGA GTA AAT GGC GGA CAA CCT GCG GCG AAA AAT ATG GAG GAT ATG 
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24 See SRS 的 蛋白 质 序列 分 析 




















该 基因 序列 与 已 经 报道 的 膜 翅 目 昆虫 抗原 5 序 




















列 具 有 很 高 的 相似 性 。 用 GeneDoc 进行 序列 比 对 发 
现 , 与 不 同 膜 翅 目 昆虫 的 相 
dominulus 66% ,常见 黄 胡 蜂 
P. exclamans 64% ,长 黄 胡 峰 D. arenaria 63% ,白面 
长 黄 胡 蜂 D. maculata 63% » $321 WWE Vespa crabro 
63%, 马蜂 P. annularis 61%) 马蜂 P. fuscatus 
61% , 树 黄 胡 蜂 Vespula pensylvanica 61% » FE 2 H H 























FE 依次 为 : 马蜂 P. 
V. vulgaris 65%, 马蜂 



































图 4 SRC OR fat MH 








P. gallicus 60% » CHASE V. flavopilosa 60% ,鳞片 黄 
HIE V. squamosa 59% ,入 侵 红 火 蚁 Solenopsis invicta 
58% ,入 侵 黑 火 蚁 S. richteri 56% 。 已 经 报道 的 抗 
原 5 位 于 C 端的 含有 T 细 胞 结合 表 位 的 氮 基 酸 序列 
为 MENNMQNHYLICNYGPAGNY King and Lu, 1997), 
其 中 的 部 分 序列 HYLICNYGPAGNY 在 克隆 的 基因 序 
列 中 也 是 相对 保守 的 (图 4), m H. Henriksen 等 
(2001) 在 常见 黄 胡 蜂 中 定位 的 抗原 5 活性 位 点 H98 
和 H156, 在 本 文 元 隆 的 基因 中 也 同样 存在 。 由 此 认 
















































































抗原 5 的 二 级 结构 预测 和 分 析 以 及 与 其 他 昆虫 抗原 与 序列 比较 


Fig. 4 Secondary structure prediction, analysis and alignment of antigen 5 from venom of Rhynchium brunneum and other insects 
Rb: SOY WE Rhynchium brunneum: Dar: 长 黄 胡 蜂 Dolichovespula arenaria; Dma: MKH D. maculata; Vvi: 黄 胡 蜂 Vespula 
vidua; Ver: 黄 边 胡 蜂 Vespa crabro; Vsq: 黄 胡 蜂 V. squamosa; Vvu: 常见 黄 胡 蜂 V. vulgaris; Vfl: 黄 胡 蜂 V. flavopilosa; Vpe: 黄 胡 蜂 
V. pensylvanica; Vma: WJ V. maculifrons: Vman: I HIE V. mandarinia; Ver: 德国 黄 胡 蜂 V. germanica; Pan: 马蜂 Polistes 
annularis; Plu: 马蜂 P. fuscatus; Pdo: 马蜂 P. dominulus; Pga: VER WE P. gallicus; Pex: 马蜂 P. exclamans; Psc: 小 胡 蜂 P. 
scutellaris; Sri: 入 侵 黑 火 蚁 Solenopsis richteri; Sin: AZAK S. invicta. 方 框 内 的 序列 MENNMQNHYLICNYGPAGNY 包含 了 P. 
annularis 蜂 毒 抗原 5 的 工 细胞 结合 表 位 ; 更 标记 的 为 小 胡 蜂 P，scutellaris 蜂 毒 抗原 5 的 N 端 第 5 个 和 第 11 个 氨基 酸 ; * 标记 的 为 








SUEUR EDU 5 的 N 端 第 4 个 氨 













































































PRCA); 细 线 条 显示 的 二 级 结构 为 Heriksen(2001) 所 作 ; 粗 线条 显示 的 二 级 结构 由 GOR, PHD, 




















SOMPA 算法 预测 所 得 (B)。A: 氨基 酸 的 位 置 相应 于 P. scutellaris 蜂 毒 抗原 5 的 位 置 ，B: 图 中 显示 的 结果 至 少 满足 GOR, PHD 和 
SOMPA 中 的 两 种 方法 。The flamed sequence of MENNMQNHYLICNYGPAGNY contains the T-cell epitope of antigen 5 from P. annularis; W 
indicates the 5th and 11th residue of antigen 5 N-terminal from P. rioplatensis; * indicates the 4th (A) residue of antigen 5 N-terminal from R. 





brunneum . The secondary structure indicated with fine line is from Heriksen (2001), while that indicated with broad line is predicted by GOR, PHD 


and SOMPA (B). A: Numbers indicate positions in the P. scutellaris Ag5 sequence; B: The secondary structure showed in this figure is predicted 


by at least two methods. 
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许 俊 峰 等 : 黄 展 螺 赢 蜂 峰 毒 中 两 个 过 敏 原 
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为 所 克隆 的 基因 序列 就 是 黄 唇 螺 赢 蜂 的 抗原 5 基 
因 ,根据 过 人 敏 原 的 命名 法 则 , 命名 为 Rhy b 5。 

常见 黄 胡 蜂 抗原 5 的 二 级 结构 是 一 种 a-B-a 的 
三 明治 结构 ,其 中 上 层 由 3 个 a 螺旋 组 成 ,中 间 的 8 
折 炙 是 由 4 股 反 向 平行 的 链 组 成 ,最 下 层 是 由 2 个 a 
螺旋 和 1 个 3oa 螺旋 组 成 (Henriksen，2001)。 黄 层 
螺 赢 峰 抗 原 5 的 二 级 结构 预测 显示 ,在 含有 T 细 胞 
决定 表 位 的 C 端 , 二 者 差异 不 大 。 虽 然 参与 二 级 结 
构 的 氨基 酸 数目 不 等 ,但 是 位 置 基本 是 保守 的 。 不 
Fra} (XS) a SEC J OR Pa WET JE 5 没有 常见 黄 胡 蜂 中 的 2 
段 螺 旋 (Helix IV" 和 Helix IV) 和 2 Bett (Strand A 和 
Strand B)( K| 4)。 但 在 含有 B 细胞 决定 表 位 的 N 
端 , SEC SWRA MEET Jk 5 的 二 级 结构 和 具有 过 敏 活 性 
的 胡 蜂 抗原 5 显著 不 同 。 常 见 黄 胡 蜂 抗原 5 的 
Helix 1/75 SE WR ia WE PE pT Strand。 进 一 步 分 析 
位 于 N 端的 B 细 胞 决定 表 位 发 现 ,可 能 决定 抗原 5 
过 敏 活 性 的 2 个 关键 氨基 酸 , 在 黄 展 螺 赢 蜂 抗 原 5 
中 ,虽然 KS 依然 存在 ,但 G11 已 经 被 置换 成 了 To 
而 在 所 有 膜 翅 目 峰 毒 中 保守 的 C4 E J Re 
换 为 Y4。 
2.5 黄 唇 螺 赢 蜂 透明 质 酸 酶 的 真 核 表达 

PCR 反应 成 功 地 扩 增 出 了 目标 片段 ,测序 后 确 
认 该 序列 为 两 端 加 上 酶 切 位 点 从 起 始 密码 子 到 终止 
密码 子 的 透明 质 酸 酶 基因 (Hya) 全 长 (图 5)。 经 过 
双 酶 切 后 和 线性 化 载体 连接 , 得 到 重组 质粒 
pFastBac-Hya 即 Donor 质粒 (图 6)。 
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Marker | II 
bp 
4 300 
3 001 
2 000 
1 200 
— 
BO Wy 
S00 


20th 








E5 TUR R IPE WP EEA FY Joe Sh BG Ba 
Fig. 5 Coding sequence of hyaluronidase from 





Rhynchium brunneum venom 


把 Donor 质粒 转化 大 肠 杆菌 DH10Bac 得 到 重组 





bp 
4500 
3 000 


2 000 
1 200 


800 


500 


20) 




















图 6 电泳 鉴定 重组 的 Donor 载体 
Fig. 6 Identification of recombinant Donor plasmid 


























质粒 Bacmid-Hya( 图 7)。 用 PCR 进行 验证 ,如 果 构 
建成 功 , 以 GSP 引物 (BamHya 和 HindHya) 扩 增 , 目标 
条 带 应 该 为 黄 展 螺 赢 蜂 透 明 质 酸 酶 编码 区 序列 的 长 
度 1 119 bps 以 M13 引物 扩 增 , 目标 条 带 应 该 为 载体 
2 430 bp + 编码 区 1 119 bp =3 549 bp。 如 图 7 所 示 ， 
电泳 条 带 大 小 完全 吻合 , 说 明成 功 获得 带 有 透明 质 
酸 酶 完全 编码 框 的 重组 杆 状 病毒 。 











Marker [Y 
bp 
74100 
5500 
3 500 teas? 


2 000 


| 900 ‘aes 


500 








7 PCR 鉴定 重组 的 Bacmid-Hya 
Fig. 7 PCR identification of recombinant Bacmid-Hya 
SDS-PAGE 的 结果 (图 8) 显示 , 在 分 子 量 41 kDa 
处 出 现 了 特异 的 蛋白 质 条 带 , 经 过 Ni FESR A E T 
后 ,得 到 一 条 单一 的 蛋白 质 条 带 ,说 明 表 达成 功 。 
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Marker Ni Infotec CK 
kDa 
07 O 
66 —_— 
-- 
4 fo a 
29 — 
20 —_ CT en 


图 8 昆虫 细胞 表达 的 SDS-PAGE 鉴定 
Fig. 8 Identification of insect cell expression by SDS-PAGE 
Marker: 蛋白 质 分 子 量 标准 物 Protein markers Ni: 用 Ni 柱 亲 和 层 
析 Chelating with Ni-chelate column: Infected: Bacmid-Hya 感染 后 的 
细胞 破 雁 液 Bacmid-Hya infected cell lysates CK: 对 照 细 胞 破碎 液 
Control cell lysate. 

















3 讨论 


本 研究 利用 RT-PCR 和 RACE 技术 成 功 地 克隆 
出 了 黄 展 螺 赢 蜂 的 透明 质 酸 酶 和 抗原 5 全 长 基因 。 
结构 分 析 发 现 ,尽管 这 2 个 基因 与 其 他 膜 翅 目 昆 虫 
的 相应 基因 具有 很 高 的 相似 性 ,但 在 决定 过 敏 活性 
的 关键 分 子 结构 上 , SEE JS WOR a WY He H HS EA DE 
原 5 Gee Pee H Ee R H wA Tl 

社会 性 胡 蜂 和 蜜蜂 的 透明 质 酸 酶 都 具有 保守 的 
催化 活性 位 点 D141 和 E143, 同时 也 具有 一 个 底 物 
进入 催化 活性 中 心 的 杂 水 环 DPNGNV, 在 不 同 昆 虫 
中 该 疏水 性 环 的 部 分 氨基 酸 可 能 被 置换 ,但 是 中 心 
的 G 通 常 是 保守 的 。 此 外 ,研究 蜜蜂 透明 质 酸 酶 发 
MIL B 细胞 决定 表 位 是 由 线性 的 R138, H141 - R148 
等 9 个 氨基 酸 组 成 ,其 中 R138 和 R148 WAHAR 
尤为 重要 。 社 会 性 胡 蜂 的 同 源 序列 也 比较 保守 ,9 
个 氨基 酸 中 有 5 个 是 保守 的 ,2 个 精 氨 酸 中 的 R138 
是 保守 的 。 黄 唇 螺 赢 蜂 的 透明 质 酸 酶 和 社会 性 胡 蜂 
及 蜜蜂 的 透明 质 酸 酶 序列 相似 性 很 高 ,也 具有 保守 
的 D141 和 E143, 但 是 底 物 进入 催 化 活性 中 心 的 跑 
水 环 不 保守 ,中 心 氨基 酸 G 也 被 置换 成 极 性 氨基 酸 
D。 相 应 于 蜜蜂 B 细胞 决定 表 位 的 9 个 和 氨基酸, 黄 
唇 螺 赢 蜂 的 透明 质 酸 酶 上 只 有 3 个 是 保守 , 尤其 是 两 
个 重要 的 R 都 被 置换 了 。 和 透明 质 酸 酶 的 结果 不 
谋 而 合 的 是 ,抗原 5 也 显示 了 这 种 性 质 , 即 序列 相似 
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性 很 高 , 也 具有 保守 性 位 点 H98 和 H156, UL T4 
胞 决定 表 位 ,但 是 B 细胞 决定 表 位 却 发 生 了 变化 。 
由 此 说 明黄 唇 螺 赢 峰 的 蜂 毒 经 过 长 期 的 进化 , 已 经 
发 生 了 明显 变化 ,这 可 能 与 其 功能 有 关 。 蜂 毒 是 胡 
妖 等 社会 性 膜 怒 目 昆 虫 防御 高 等 动物 的 重要 防卫 物 
质 ,而 螺 启 的 蜂 毒 则 主要 用 于 麻痹 猎物 供 其 幼虫 取 
食 。 由 以 上 分 子 结构 分 析 我 们 推测 , I E IR a WE we 
毒 的 免疫 原 特 性 是 保守 的 ,但 过 敏 活性 却 可 能 丢失 。 

胡 蜂 和 蜜蜂 的 蜂 毒 含有 的 多 种 过 敏 原 会 对 过 敏 
人 群 产生 过 敏 反 应 ,有 些 情况 下 是 致命 的 。 对 此 比 
较 有 效 的 医疗 方法 是 过 敏 原 特 异性 免疫 治疗 
( allergen-specific immune therapy， SIT) ( Norman, 
1998), 即 用 纯化 的 过 敏 原 小 剂量 的 皮下 注射 以 获得 
免疫 耐 受 。 然 而 ,此 疗法 对 少数 患者 依然 有 过 人 敏 反 
应 而 且 用 药 时 间 长 (Akdis，2006)。 比 较 好 的 办 法 是 
找 出 该 过 敏 原 的 B 细胞 决定 表 位 ,然后 突变 掉 B I 
胞 决定 表 位 ,而 保留 细胞 的 决定 表 位 ,这 样 即 可 以 
达到 免疫 耐 受 ,也 可 以 使 过 敏 原 没有 副作用 (Linhart 
and Valenta; 2005; Crameri and Rhyner，2006)。 黄 层 
曙 启 蜂 的 透明 质 酸 酶 不 具有 类 似 蜜蜂 蜂 毒 B 细胞 
决定 表 位 中 的 保守 序列 , 而 抗原 5 A RBA ST B4 
胞 决定 表 位 同时 保留 了 了 细胞 决定 表 位 。 这 说 明 ， 
这 两 种 蛋白 质 可 能 作为 天 然 的 弱化 免疫 原 而 用 于 免 
疫 耐 受 治疗 。 但 临床 观察 认为 ,序列 相似 性 超过 
70% 的 两 种 过 敏 原 有 可 能 产生 交叉 过 敏 反 应 (King 
et al .，1996)。 通 过 序列 比 对 发 现 , 黄 唇 蝇 赢 峰 峰 毒 
透明 质 酸 酶 和 马蜂 P，annularis, 白面 长 黄 胡 蜂 D 
maculata 相应 序列 的 相似 度 分 别 为 73% 和 69% ,所 
以 推测 该 酶 具有 潜在 的 过 敏 活性 , 对 胡 蜂 蜂 毒 过 敏 
的 人 群 也 可 能 对 螺 启 蜂 有 交叉 过 敏 反 应 。 因 此 应 用 
上 还 需要 进一步 深入 研究 。 由 于 黄 展 螺 赢 蜂 暂 时 无 
法 饲养 , 蜂 毒 难以 采集 , 而 用 昆虫 细胞 表达 的 透明 质 
酸 酶 在 免疫 学 性 质 上 和 天 然 的 蜂 毒 透明 质 酸 酶 没有 
差异 (Soldatova et al.，1998), 所 以 本 研究 用 昆虫 
胞 表达 了 黄 层 螺 赢 蜂 的 透明 质 酸 酶 以 进一步 做 血 ; 
学 实验 。SDS-PAGE 显示 了 经 过 Ni FERM JA WT JE, 
在 目标 大 小 处 有 特异 的 条 和 带 , 但 仍 需 要 用 测序 或 免 
疫 印 迹 法 (Westerm blot) 进 一 步 确定 。 
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